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感染对象是婴幼儿，Enterovirus 71(EV71)与 Coxsackievirus A16(CVA16)是引起
手足口病的两个最主要病原体。在 2009 年 1 月至 2011 年 5 月期间，我国发现的
由 EV71 流行引起的感染病例超过了 200 万，其中约有 1000 人死亡。并且 EV71
的感染者常常会产生神经系统疾病，而 CVA16 导致的手足口病则不会有严重的
并发症。所以，针对 EV71 的研究备受人们关注。
EV71 病毒为单股正链 RNA 病毒，基因组约有 7.5kb。该基因组编码一个约
250kDa 的多聚蛋白，这个多聚蛋白被自身产生的 2A 蛋白酶（2Apro）和 3C 蛋白
酶（3Cpro）切割，产生 11 个成熟的结构蛋白和非结构蛋白。其中以 RNA 为模板
的 RNA 聚合酶（RNA dependent RNA polymerase, RdRp），即水解后所产生的
3Dpol ，主要负责病毒的复制，是抗病毒药物设计的主要靶点之一。
解析出 3Dpol的结构，再根据结构特征筛选出特异性的抑制剂，对防治手足
口病具有重要意义。我们将 3Dpol构建在了实验室改造的含有 TEV 蛋白酶酶切位





















Hand, foot, and mouth disease (HFMD) is a common viral disease in infants and
children caused by viruses that belong to the enterovirus genus of picornavidae.
Enterovirus 71 (EV71) and Coxsackievirus A16 (CVA16) are two major causative
agents of HFMD. The disease caused by EV71 can result in high rate of neurological
complications, whereas CVA16 has only been associated with uncomplicated HFMD.
So, it is of great importance to investigate EV71 in atomic detail.
EV71, which belongs to the human Enterovirus A species of the Enterovirus
genus within the family picornaviridae, has a single-stranded, positive-sense RNA
genome of approximately 7.5kb. The EV71 genome encodes a polyprotein of about
250kDa, which is processed by 2Aproand the 3Cpro, and generate 11 structural and
non-structural proteins. RNA dependent RNA polymerase (RdRp), denoted 3Dpol,
plays a vital role in replication and is a key target for the discovery of specific
antiviral therapeutics.
It is important to determine the structure of 3Dpol for the structure-based design
and development of therapeutics against hand-foot-and-mouth disease (HFMD). To
achieve that goal, 3Dpol was expressed in E.coli BL21(DE3) using plasmid
pGEX-4T-1 with TEV restriction site separately. We purify the fusion protein by using
GST-tag affinity chromatography, Q sepharose column and molecular sieve. Crystals
were obtained after screening with about 1800 different conditions and data sets were
collected at Shanghai Synchrotron Facility (SSRF). Here we report the crystal
structures of EV71 RdRp (3Dpol) at 2.4Å resolution. This work sets the foundation for
the structure-based drug design again EV71.
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两年就在西方国家不同区域爆发。手足口病主要由CVA16 和 EV71 引起，而 EV71
比 CVA16 发病率略高，而且由于 EV71 具有高发病率和高致死率的特点，因而
备受关注。
EV71 自 1969 年在加利福尼亚被首次分离出以来，世界范围内的多个国家均
有爆发(表 1)[18]。二十世纪 70 年代，手足口病在日本、保加利亚和匈牙利大规模
爆发，仅保加利亚就超过 750 例发病，149 人致瘫，44 人死亡；并且在 1973
年日本的手足口病患者有 24%有神经系统的并发症，1978 年有 8%的患者有神经
系统并发症[19]。20 世纪八十年代手足口病发病率较低，九十年代又开始肆虐。
1997 年在马来西亚，超过 2500 人感染，889 人入院，29 人死亡[20]。1998 年在台
湾出现了 140 万临床病例，78 例死于脑干炎症[21]。台湾在随后的爆发中，2000
年有 25 人死亡，2001 年有 26 人死亡，2008 年有 14 人死亡[22-24]。
我国是个手足口病的多发国，自 1981 年首例手足口病发现以来，已在十多
个省份有过暴发流行。最近一次大暴发是在 2008 年。2008 年五月到八月期间由
EV71 引发的手足口病病例就超过了 176000 例，其中至少四十例死亡[25]。我国
卫生部于 2008 年 5 月 2 日起，将该病列为丙类传染病管理。其后手足口病的防
控形势依然严峻。根据卫生部公布的数据，在 2009 年 1 月至 2011 年五月期间，

















Table 1-1 Outbreaks associated with EV71
资料来源：CY William Tong, Jon M Bible. Future Virol, 2009, 4(5): 501-502.
1.1.3 手足口病的病原学与流行病学
多种病毒均可引发手足口病流行，其中以小 RNA 病毒科肠道病毒属的柯萨
奇病毒、埃可病毒和新型肠道病毒为主，并以柯萨奇病毒 A 组的 16、4、5 、7、
9、10 型和 B 组的 2、5 型和 EV71 为主要流行病毒，最常见为 CVA16 及 EV71 型







































EV71 属于小 RNA 病毒科肠道病毒属。肠道病毒按血清学可分为脊髓灰质






Table 1-2 Human enterovirus serotypes, by species
















EV71 根据基因序列的不同可分为 A、B、C 三个基因型。1969 年在美国分
离出来的 EV71 被定义为 A 基因型（BrCr 株）[30]。该病毒从被分离后鲜有报道，
直到 2008 年，我国安徽省从 22 名患有手足口病的儿童中的五人身上重新分离得
到[31]，但该毒株并未形成爆发。1975 年和 1978 年 B 基因型的 EV71 分别在保加
利亚和匈牙利引起暴发流行[5]；1988~1997 年 EV71 引发的手足口病在马来西亚
造成三十多名患儿死亡，为 B3、B4、C1 和 C2 亚型的混合感染（主要为 B3 和
B4），2000 年则以 C1 和 B4 亚型为主[32]。2004~2005 年流行 C4 亚型[23,33]，
2006~2007 年流行 B5 和 C5 亚型[34]。1998 年至今中国流行的 HFMD 的 EV71 基
因型主要是 C4 亚型。2011 年厦门地区发现 EV71-B5 病毒，这也是中国大陆首
次发现 B 基因型的 EV71 病毒[35]。但总体上各基因型存在地区差异。B 基因型主
要流行在马来西亚和新加坡，而东亚地区占主导的是 C 基因型。亚太地区手足
口病的爆发要高于非洲、欧洲和美国[36]。
虽然在亚太地区的手足口病爆发大多是 C 基因型的 EV71 病毒引起的，但由
于该病毒具有快速变异的特点，目前尚没有有效的疫苗来预防。造成病毒快速变
异的原因有两个：突变和重组。病毒基因组 RNA 复制所依赖的 RNA 聚合酶 3Dpol
缺乏校对功能，导致基因组每复制一次就出现一到两个碱基的错误[37]。肠道病毒
属物种的内部经常发生重组事件[38]，而且 EV71 偶尔还可以和其他肠道病毒发生
重组，如柯萨奇病毒 A16 和 A8[39,40]。
1.2.3 EV71 的病毒结构和基因组结构
人类 EV71 病毒是无外膜包被的直径约为 30nm 的正二十面体颗粒。该正二
十面体由 60 个原体组成，每个原体由 VP1(32kDa)、VP2(28kDa)、VP3(27kDa)
和 VP4(8kDa)四个结构蛋白组成[15]。其中 VP1、VP2、VP3 在外部而 VP4 在内部。
VP1 在病毒进入宿主细胞的过程中起关键作用[41]。壳内包含一条大约 7.5kb 的单
股正链 RNA，RNA 链的 5'和 3'端都有一段非编码区，3'端的非编码区含有多聚
腺苷酸，而 5'端的非编码区结合一个病毒自身的蛋白 VPg（3B）。该病毒只有一
个开放阅读框，可编码一条大小约为 250kDa 的多聚蛋白。该多聚蛋白被分为三
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